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Abstract: Ralstonia eutropha H16 mobilizes intracellularly accumulated poly(3-hydroxy-
butyrate) with intracellular poly(3-hydroxybutyrate) depolymerases. Different types of 
depolymerase, PhaZ1 and its homologs, account for the mobilization significantly but 
incompletely, and it is proposed that further unknown depolymerases or related enzymes 
complement the mobilization. A novel hydrolase was therefore investigated. The amino acid 
sequence of the intracellular 3HB-oligomer hydrolase of Acidovorax sp. SA1 and the genome 
sequence of Ralstonia solanacearum, a close relative of R. eutropha, revealed a candidate for 
the hydrolase gene. The DNA sequence of its hydrolase was used for the design of a pair of 
primes. With chromosomal DNA of R. eutropha as a template, these primers were used to 
amplify about a 1.3-kbp fragment including the equivalent gene, phaZc. Then the phaZc 
gene was cloned by Southern hybridization using the amplified DNA fragment as a probe. 
The hydrolase (PhaZc) was purified from Escherichia coli overexpressing phaZc and 
characterized. Immunoblot analysis revealed that PhaZc exists mainly in the cytosolic 
fraction of R. eutropha. PhaZc degraded various 3-hydroxybutyrate-oligomers at a high rate 
and artificial amorphous poly (3-hydroxybutyrate) at a lower rate. A phaZ-null mutation 
enhanced the deposition of PHB in the logarithmic phase in a nutrient-rich medium. PhaZc 
differs from the previously reported hydrolases in R. eutropha and is a novel type of 
intracellular 3HB-oligomer hydrolase, which participates in the mobilization of PHB along 
with other hydrolases. 













 Ralstonia eutropha H16 においては、PHB 分解
酵素である  PhaZa12) と、そのホモログである 
PhaZa2, 3, 4, 53,4)、3-ヒドロキシ酪酸 （3HB） オ
リゴマー分解酵素である PhaZb5,6) が見つかってい
る。PhaZa1 及び PhaZb については蛋白質の精製
がなされており、どちらの酵素も PHB を分解する










 Acidovorax sp. SA1 は PhaZb と異なるタイプ
の 3HB オリゴマー分解酵素を持つ事が報告されて







 PHB 蓄積菌として最もよく研究されている R. 
eutropha においても未だ PHB 分解系の全容は明
らかになっていない。我々は PHB 分解系の解明を






3HB オリゴマー分解酵素遺伝子 (phaZc) のクロー
ニングと大腸菌での発現、遺伝子産物の精製 




イマーを使用し、R. eutropha の染色体 DNA を鋳






この DNA 断片の塩基配列を決定した後に、新たに 




PhaZc は遠心分離後の上清から Toyopearl Ether- 
650M、Toyopearl DEAE-650M を用いて精製した。 
 
PhaZc の細胞内局在 
PHB を蓄積する条件で R. eutropha を培養した
後に菌を破砕した。破砕液を蔗糖密度勾配遠心分離
により各画分に分けた。SDS-ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動 (PAGE) 後、免疫染色によって PhaZc 
を染色した。可溶性画分、PHB 画分のマーカーと




phaZc の N 末端 300 bp と C 末端 300 bp を 
PCR により増幅した後に連結し suicide ベクター
に繋いだ。このベクターで大腸菌を形質転換した後
に接合により R. eutropha の染色体上にベクター
を組み込んだ。蔗糖を含む培地で R. eutropha を培
養する事によりベクター部分を含まず欠損のみを生
じた  phaZc 欠損株を得た 8)。欠損株と野生株の 









色体 DNA を鋳型として PCR を行った結果、予測





の ORF は 898 bp からなり、これから予測される














染色の結果 R. eutropha においても同一の分子質
量を示す事が分かった。 
 PhaZc の基質特異性を表１に示した。3HB オリ
ゴマーを効率よく分解し、その量体数が高くなるに
従い分解活性も高くなった。また、人工アモルファ
ス PHB をわずかに分解し 3HB モノマーを生じ 












した。結晶 PHB、native PHB、olive oil は分解し
なかった。セリンエステラーゼの阻害剤である 
DFP によって阻害された。PHB の分解において
PhaZb と  PhaZa1 は相乗効果を示したが 5)、 






















在する事が分かった (図２)。PhaZc の局在性は 
PhaZa1、PhaZb どちらとも異なっていた5)。 
 
phaZ 欠損株の PHB 代謝 
PhaZc が実際に PHB の代謝に関わっているかを
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図 1. 精製 PhaZc の SDS-PAGE 分析. レーン 1;精製
PhaZc(1µg),レーン M; 分子質量マーカー . 矢印は
PhaZc を示す. 
表 1. PhaZc の基質特異性 
基質 比活性 (µmol/min/mg)
3HB-oligomer 
  Dimer 31 
  Trimer 200 
  Tetramer 240 
  Pentamer 310 
PHB 
  Artificial amorphous PHB 3.0 
  Native PHB granules < 0.1 
  Semicrystalline PHB < 0.1 
p-nitrophenyl ester 
  Acetate 1.0 
  Butyrate 6.0 
  Palmitate < 0.01 
Olive oil < 0.5 




























図 2. PhaZc の局在性. PHB を蓄積した菌を破砕し, 蔗糖
密度勾配遠心法により分画した. SDS-PAGE の後に免疫
染色を行なった. 
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討論 
R. eutropha は PhaZa、PhaZb の異なるタイプの
細胞内 PHB 分解酵素を持っている事が知られて
おり、今回、新たに  PhaZc の存在を示した。 
PhaZa1 とそのホモログ、PhaZb、PhaZc は、それ
ぞれ分子質量、アミノ酸配列が異なっている。




いる。一方、PhaZb と PhaZc の活性中心はリパー
ゼボックス中のセリンである。PhaZb は分子質量が
約 78 kDa の蛋白質であり、 Ralstonia pickettii 
A1 の細胞外 3HB オリゴマー分解酵素 9)とアミノ
酸配列が似ている。PhaZc の分子質量は PhaZb の
半分程度である 32 kDa であり、Acidovorax sp. 
SA1 の細胞内 3HB オリゴマー分解酵素のアミノ酸
配列と似ている。これらの事から PhaZa, b, c はそ
れぞれ異なるグループに属すると考えられる。 










られる。PHB の分解を in vito で調べた結果では 
PhaZc と PhaZa1、PhaZb の間に相乗効果は見られ







 R. eutropha の野生株と phaZc 欠損株の PHB 
蓄積量には十分な違いが見られた。この結果は 




考えられる。PhaZb 5) と phaZc 欠損株の間に見ら
れる蓄積量の違いは細胞内局在性によるものと思わ
れる。PhaZb は約半分が PHB 上に存在している
為、細胞内において PhaZc よりも PHB の分解に
働いているかもしれない。 
 PhaZb、PhaZc は共に 3HB オリゴマーを効率よ





ではなく、3HB もしくは 3HB オリゴマーの濃度
によっても調節されていると考えられる。 
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